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　　The　effects　of　platelat　aggregation　suppressing　agents　on　metastasis　to　the　liver　of　mouse　colon
cancer　induced　by　inoculating　Colon　26　cells　under　the　spleen　capsule　were　examined　and　compared．
The　platelet　aggregation　suppressing　agents　consisted　of　prostaglandin　Ei　（PGEi），prostaglandin　12
（PGI2），　and　OKY－046，　a　thromboxane　A2　（TXA2）　synthetase　inhibitor．　Controls　received　a　saline
solution．　Total　body　irradiation　was　performed　with　3．0　Gy　to　produce　vascular　endothelial　cell
abnormality　in　mice，　in　order　to　facilitate　metastasis　to　the　liver．　Then　Colon　26　cells　were　inculated
into　the　mice．　We　examined　and　compared　the　following　groups：3Gy　irradiation　group，　3　Gy十
〇KY－046　group　（irradiated　with　3　Gy　and　given　10　mg　of　OKY－046）　and　no　irradiation　group．　We
evaluated　the　number　of　metastatic　nodes　appearing　on　the　surface　of　the　liver　17days　after
inoculation　of　Colon　26　cells．　The　number　of　nodes　observed　in　the　groups　given　PGEi　10　ptg　and
PGEi　20　ptg　was　significantly　increased　when　compared　with　that　of　the　control　group　（p　〈O．Ol）．On
the　contrary，　the　number　of　nodes　of　the　groups　given　PGI2　20　ptg　and　OKY－046　were　significantly
fewer　than　in　the　control　group　（p　〈O．Ol）．　The　number　of　nodes　in　the　3　Gy　irradiation　group　was
significantly　greater　than　in　the　nonirradiation　group　（p　〈O．Ol）．　The　number　of　nodes　in　the　3　Gy十
〇KY－046　group　was　significantly　less　than　in　the　3　Gy　group　（p　〈O．Ol），　and　was　comparable　to　that
of　the　nonirradiation　group．
　In　conclusion，　it　was　suggested　that　PGI2　and　OKY－046　could　suppress　liver　metastasis，　and　that
OKY－046　could　also　prevent　metastasis　to　the　liver　after　total　body　irradiation．
1．緒 言
　大腸癌の再発形式として，血行性転移である肝転
移は予後を決定する重要な因子である．癌の転移こ
とに血行性転移は，原発巣の癌細胞集団の，ある細
胞の遺伝子に変化をきたし，転移細胞として形成さ
れ，血管への侵入，血流による散布，標的臓器での
脈管内着床，血管外への流出，増殖などの各過程を
経て成立する1）．この過程において各種免疫細胞，血
小板，凝固線溶系，血管内皮細胞との作用，血管増
殖因子との反応等の多彩な要素が存在する．しかし
癌細胞の着床段階に注目するならば，腫瘍血栓によ
（1993年1月11日受付，1993年2月16日受理）
Key　words：血小板凝集抑制剤（Platelet　aggregation　suppressing　agent），　Colon　26　cell，肝表面転移結節数
（Liver　surface　Number　of　metastatic　nodes）
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る微小転移形成の第一段階で働く血小板を中心とし
た血液凝固の仕組み，すなわち生理活性物質である
アラキドン酸代謝の関与が指摘されている．本研究
では，全身照射により血管内皮細胞障害を誘発した
易肝転移性マウスに可移植性大腸癌Colon　26によ
る肝転移モデルを作製し，アラキドン酸代謝物質で
あるプロスタグランディンE1（PGE，），プロスタグ
ランディン12（PGI2），トロンボキサンA2（TXA2）
合成酵素阻害剤を用い，転移抑制効果を検討した．
II．研究材料
　1．実験材料
　実験動物は，Balb／cマウス（日本クレア社）6～8
週齢，雌を用いた．移植腫瘍は，N一塁チルーN一ニト
ロソーウレタン誘発により確立されたマウス可移植
性大腸癌であるColon　26細胞を使用した．　Colon
26は，味の素工業より供与をうけた．
　2．使用薬剤
　血小板凝集抑制剤として，（1R．2R．3R）一3一ハ
イドロオキシー2一［（E）一（3S）一　3一ハイドロキシー1一
オクテニル］一5一オキソーシクロペンタン　ヘプトーア
ピアシッドα一シコローデキストリン　クラスレート
（PGE1），5（E）一6，9一ジオキソー6，9α一メチレンー15
一シクロペンティルー16，17，18，19，20一ペンタノー
ルーPGI2・ev・一シクロデキストリンークラスレート
（PGI、），　TXA、合成酵素阻害剤であるソディウム
（E）一3一［p一（1H一イミダゾールー1一イルマチール）フ
ェ八一ル］一2一プロペンーオエイト（OKY－046）を使
用した．これらの使用薬剤は，小野薬品工業より供
与をうけた．
III．方 法
　1．継代移植
　Colon　26を移植されたマウス嵐径部より癌腫を
摘出しハサミで細片する．この細片化された癌細胞
を移植針にてマウス短径部に約0．12gを移植した．
腫瘍径を計測し，Giavazzi2）らの方法にて以下の式
で腫瘍体積を算出した．
　　L×W2／2，L＝legth　（mm），W＝＝width　（mm）
　Giavazziらの測定値が200～300に達した時点で
癌腫を摘出し，継代移植を施行した．
　2．細胞浮遊液の作製
　継代移植された癌腫が測定値200～300の大きさ
になった時点で摘出し，癌腫内に壊死組織を除去す
る．このような癌腫をハサミで細片化し，この腫瘍
片2gをリン酸緩衝液（PBS）20　mlにコラゲナー
ゼ23mg，デオキシロボヌクレアーゼ3mgを溶解
した酵素液に加え，スターラーにて37℃，30分間撹
拝した．以上の処理方法にて細胞浮遊液を作製した．
その浮遊液を1000rpm，5minで遠心し，さらに生
理食塩水で洗浄した．このようにして得られる細胞
浮遊液に混在する赤血球を0．9％NH、Cl液にて溶
血処理を行った．同様の操作で再度洗浄した．癌細
胞浮遊液の一部を採取し，トリパンブルーにより生
細胞数を計測し，生理食塩水にて生細胞数を調製し
た3）．
　3．In」vitroにおけるColon　26細胞による血小
　　板凝集作用の測定
　Colon　26細胞一マウス血小板塊の産生の有無を
調べるために，Colon　26細胞によるマウス血小板の
凝集能を測定した．
　ジエチルエーテル麻酔下で5匹のBalb／cマウス
の下大静脈からヘパリン採決で血液5m1を採取し
た．この血液を230g，7minにて遠心を行い，上澄
をPlatelet－rich　plasma（PRP）とし，残りの血液
を更に1500g，10　minで遠心し，この上澄を
Platelet－poor　plasma（PPP）とした．　PRPにPPP
を混合し血小板数を約1～2×105に調製した．血小
板凝集能はヘマトレーサー一一　1（二光バイオサイエン
ス）を用て検討した．すなわちPRP，　PPPをそれ
ぞれ0．2mlとり，0％と100％の透光度の位置を
設定後，調製したPRP　O．2mlにColon　26細胞浮
遊液（1×104細胞／10μ1）を加え，37℃，20分間小
一搾子にて撹絆し凝集曲線を記録した．
　4．In　vitoroにおけるPGE、，　PGI2，0KY－046
　　のColon　26細胞増殖への影響
　PGE，，　PGI2，0KY－046のColon　26細胞への直
接的抗腫瘍効果を検討した．Colon　26細胞の96時
間後の細胞数を算定し，倍加時間doubling　time（D．
T．）を求めた．PGE1，　PGI2のそれぞれの培地濃度
は，石垣4）の方法と同様に，PGE、を0．1μg／ml，0。5
μg／ml，1．0μg／ml，　PGI2を，2．5μg／ml，10μg／ml，
50μg／mlとした．　OKY－046は10－4Mにて血小板
凝集能を発現するため5），それを最低濃度とし，その
10倍，100倍濃度の0．025ng／m1，0．25　ng／ml，2．5
ng／mlとした．
　5．」in　vivoにおけるPGE、，　PGI2，0KY－046の
　　肝転移形成に及ぼす影響
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図1　実験計画
　1）肝転移モデルの作製
　ジエチルエーテル麻酔下にBalb／cマウスを無菌
的に開腹し，藤井ら6）の方法に従い遊離有茎脾臓皮
下埋没手術を施行し，Colon　26細胞浮遊液1×
104／0．05ml脾臓被膜内に接種した．
　2）PGE，，　PGI2，0KY一一〇46の投与方法
　PGE，およびPGI2の投与方法は，2．5μg／0．1m1
（PGE、，PGI22．5μg投与群），10μg／0．1ml（PG：E、，
PGI210μg投与群），20μg／0．1m1（PGE、　PGI220
μg投与群）を，OKY－046の濃度は，0．5mg／0．1mI
（OKY－0460．5mg投与群），2．Omg／0．1ml（OKY
－0462．Omg投与群），10　mg／0．1ml（OKY－04610
ml投与群）としてColon　26細胞接種30分前，24
時間後，48時間後に腹腔内に投与した．対照群とし
て，生理食塩水0．1mlを同様に投与した（図1a）．
　6．病理組織学的検討
　PGI220μg投与群とOKY－04610　mg投与群に
ついて17日目に屠殺し，肝転移巣をヘマトキシリン
ーエオジン（HE）染色にて病理組織学的に検討し
た．
　7．放射線照射の肝転移への影響
　1）照射方法
　田中ら7）の方法を参考にし，ライナックを表面距
離80cm　4　MVの条件にて13．OGy全身照射を1
回施行した．
　2）肝臓組織への影響
　放射線照射後，経時的に屠殺し，肝臓の特に血管
内皮細胞をヘマトキシリンーエオジン（H．E）染色
にて病理組織学的に検討した．
　3）肝転移への影響
　放射線照射野血管内皮細胞の変性が強い傾向を示
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図2Colon　26によるマウス血小板凝集曲線
した4日目にColon　26細胞1×104／0．05　mlを
脾臓被膜下に接種した（3GY照射群）．対照として
Colon　26細胞1×104／0．05　mlのみを脾臓被膜
下に接種し（非照射群），比較検討した．
　4）OKY－046の併用効果
　放射線照射後4日目にColon　26細胞1×
104／0．05mlを脾臓被膜下に接種し，　OKY－04610
mg／0．1mlは細胞接種30分前，24時間後，48時間
後に腹腔内に投与した（3GY＋OKY－046併用群）
（図1b）．
　8．評価方法
　Colon　26細胞接種後，17日目に頸椎脱臼により
屠殺し，肝表面の肉眼的転移結節数を算定した．
　9．検定方法
　有意差検定はStudent－t検定をもって行いp＜
0．05を有意差ありと判定した．
IV．研究成績
　1．Colon　26細胞の血小板凝集能
　Colon　26細胞は，マウスの血小板に対し凝集能を
有し，最大凝集64％，最大凝集までに達する時間（
lag　time）7分であった（図2）．
　2．In　vitroにおけるPGI1，　PGI，，　OK：Y－046の
　Colon　26細胞増殖への影響
　doubling　time（D．T．）は，対照では66．5±4．32時
間，PGE1添加群では，0．1μg／m1の濃度では，
75．3±15．4時間，0．5μg／mlの濃度では，73．8±
2．49時間，1．0μg／mlの濃度では，66．8±6．54時間
であった．またPGI2添加群では，0．1μg／mlの濃
度で，77．4±13．3時間，0．5μg／mlの濃度では，
72．2±3．34時間，1．0μg／mlの濃度では，71．9±
4．2 時間であった．OKY－046添加群では．0．025
ng／mlの濃度では，72，3±7．12時間，0．25　ng／mlの
濃度では，74．9±1．95時間，2．5ng／m1の濃度では，
72．1±15．6時間であった．以上の結果から明らかな
ように対照と比し，PGE、　PGI，，　OKY－046共に有
意な影響を認めなかった（表1）．
　3．PGE，，　PGI2，0KY－046の肝転移に及ぼす影
　響
　肉眼的肝表面転結節数は，対照群では，4～24個，
平均13．4±6．79個であった．またPGE、を投与し
た場合2．5μg投与群では5～17個（平均10．9±
4．42個）10μg投与群では14～34個（平均20．5±
6．39個）20μg投与群では11～36個（平均24．6±
10．5個）であった．PGI2を投与した場合2．5μg投
与群では7～23個（平均13．1±5．61個）10μg投与
群では2～21個（平均11．6±10．8個）20μg投与群
では4～10個（平均6．25±1．83個）であった．OKY
－046を投与した場合0．5mg投与群では7～10個
（平均8．12±0．99個）2．Omg投与群では0～13個
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表1．ln　vitroにおけるPGE、，　PGI，，　OKY－046の細胞増殖への影響
細　胞　数
imean±＝S．　D⊃D．T．（doubling　time）
培地濃度
Control 5．43±0．35 66．5±4。32
0．1
i11＝3） 4．97±0．85 75．3±15．4
PGE1
iμ9／rnl）
0．5
in＝3） 4．93±0．15 73．8±2．49
1．0
in＝3） 5．47±0．49 66．8±6．54
0．1
in＝3） 4．83±0．64 77．4±：13．3
　PGI2
iμ9／m1）
0．5
in＝3） 5．03±0．21 72．2±3．34
1．0
in＝3） 5。07±0．29 71．9±4．21
0，025
in＝3） 5．07±0．45 72．3±7．12
OKY－046
img／ml）
0．25
in＝3） 4．87±0．12 74．9±1．96
2．5
in＝3） 5．23±0．96 72．1±15．6
×10（個）
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図3　PGE1投与群
（平均5．12±4．85個）10mg投与群では1～6個（平
均3．13±1．81個）であった．対照群と比し，PGE、
10μg投与群とPGE、20μg投与群では，肝転移の
有意な増加が認められ（p＜0．01）（図3），PGI220
μg投与群では，有意な減少が認められた（p＜0．01）
（図4）．またOKY－046投与群では，量依存性に有
意な減少が認められた（p＜0．01）（図5）．転移数
の減少が認められたPGI220μg投与群とOKY－
04610mg投与群の血管内着床部の組織学的所見を
みると，癌腫は血管内にて増殖し，周囲にはフィブ
リンが付着認められ腫瘍血栓を形成しているが，癌
細胞自体には変化を認めなかった（図6）．
　4．放射線照射の肝組織への影響
　照射後1日目，7日目の血管内皮細胞と肝実質に
は変化を認めなかった．4日目では血管内皮細胞の
偏平萎縮傾向が認められたが，肝実質は変化は認め
られなかった（図7）．
　5．放射線照射の肝転移への影響
　3．OGy照射群は，肉眼的肝表面転移結節数は，
45～67個（平均53．8±9．78個）であり，非照射群，
（5）
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2～26個（平均14．2±7．01個）と比べ，有意に増加
が認められた（p＜O．Ol）．
　6．放射線照射とOKY－046の併用による肝転移
　　への影響
　3Gy＋OKY　一〇46併用群では，12～24個，平均
19．0±5．29個であり，3Gy照射群に比し，有意に減
少が認められ（p＜0．01），非照射群とは有意差を認
めなかった（図8）．
V．考 察
　癌の治療は外科的切除と術後の転移再発をいかに
抑えるかが問題である．特に大腸癌では手術成績の
向上とともに，その予後を左右する因子としての血
行性転移である肝転移が問題となっており，各分野
より，その研究がなされている．
　血行性転移過程に関し，Basergaら8）は実験腫瘍
を用い，癌細胞を含む腫瘍塊が血管壁に付着し，増
10　（mg）　図50KY－046投与群
殖すると共に血栓を形成し，血管外へ浸潤すること
を報告している．この腫瘍塞栓形成および着床後の
血管内皮での血栓形成に関し，血小板を中心とした
血液凝固の仕組み，すなわちアラキドン酸カスケー
ドの関与か重要視される9）．
　本研究は，大腸癌の血行性転移である肝転移の予
防，特に血管内着床予防を目的とし，全身照射によ
り血管内皮細胞障害を誘発した易肝転移性マウスに
肝転移モデルを作製し，血小板凝集抑制剤を用い検
討を加えた．マウス肝転移モデル作製の癌細胞接種
経路には，Bresalier　lo）の報告によると，門脈内，脾
臓被膜下，回結腸静脈内の3経路とされているが，
本研究では，脾臓被膜下接種法にて肝転移モデルを
作製した．
　Corbbetら11）はcolon　26，36，38，51癌腫の基
本的特徴を解析し，特に本研究で使用したColon　26
癌腫はdoubling　timeが2．3日と最も短く，易肝転
（6）
1993年5月 佐嶋他1名：血小板凝集抑制剤を用いた肝転移抑制の実験的研究 一　215　一
（a）PGI、20μg投与群　　　　　　　　　　　　（b）OKY－04610mg投与群
　　　　　図6　肝転移巣の病理組織象（H．E．）（×100）
　　　　　　　　両者とも癌細胞自体に変「生を認めなかった．
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移性の未分化型大腸癌であるため肝転移実験モデル
作製には最適であるとしている．従来より血小板凝
集抑制剤を用いて血小板凝集を抑制し，転移抑制効
果を得ようとする試みが種々行われてきた．Gasic
ら12）は，MCA　6線維肉腫およびT241線維肉腫を
静注したマウスにアスピリンを経口投与し，転移が
抑制されたことを報告した．Kolenichら13）は，
BW　10232腺癌細胞をマウスの皮下に移植し，アス
ピリンを投与し同様に転移抑制効果を報告してい
る．しかしWood　and　Hilgard　14）は同じアスピリ
ンを用いながら，担癌家兎における実験では有効性
が認められなかった．さらにGasperら15）は，ピリ
ミドーピリミジン系薬剤を用いWalker　256腫瘍を
ラットに静注し，肺の腫瘍塞栓形成を抑制すること
を報告した．しかしHilgardら16）は，　Lewis肺癌
に関しては否定的な報告をしている．このように効
果の評価が一定していないのは，それら薬剤に作用
機序が血小板凝集抑制効果だけではなく，target－
organに対する影響など複数の要因が反映している
と推測される．Honnら17）は血管内皮での血小板凝
集に直接作用しているアラキドン酸代謝産物である
PGI2とTXA2に注目し，　B　16メラノーマ細胞にお
いて，PGI2とTXA2合成酵素阻害剤も用い，肺転移
が抑制されたとし，生体内においてPGI2とTXA、
のバランスが腫瘍血栓形成に重要な役割を果たして
いるのではないかという仮説を提唱した．この報告
より本研究は，血小板凝集抑制剤として，アラキド
ン酸代謝産物つまり生理学的物質であるPGE、，
PGI，とTXA、合成酵素阻害剤であるOKY－046を
使用した．Colon　26癌腫は，注入後5日目には組織
学的に肝転移が認められることより，PGE、，　PGI、，
OKY－046の投与期間は癌細胞が血液中に浮遊して
いると推定される2日目までとした．PGE1の薬理
作用は，血小板凝集抑制作用，平滑筋弛緩作用，T
細胞により仲介される標的細胞破壊性リンパ球活性
の抑制，B細胞機能抑制による体液性抗体産生の抑
制およびマクロファージの集落形成阻止作用など免
疫抑制作用を有するとされている5）．PGI2の薬理作
用は，血小板凝集抑制作用，平滑筋弛緩作用，Cyto－
protective　effectなどその他多種の作用を有する．
TXA、は血小板より産生され，強力な血小板凝集作
用と血管および平滑筋収縮作用があり，PGI2と相反
する作用を持ち，血管内皮細胞のPGI、と血小板の
TXA、のバランスが，生体内での恒常性を保持する
とされている．TXA、は血小板膜にてアラキドン酸
よりシクロオキシゲナーゼの作用によりPGG2，
PGH2などのPGエンドペルオキシドになり，さら
にTXA2シンセタ一巡により合成される．　OKY－
046はこのTXA2シンセターゼを阻害するため
TXA2を選択的に合成阻害し，さらにPGH2の蓄積
によりPGI2の産生も促すとされているため，　PGI2
と比べ，数十倍の血小板凝集抑制作用を有すること
が確認されている5）（図9）．
　本研究はin　vitroにおいて，　PGE1，　PGI2とOKY
－046がcolon　26細胞のdoubling　timeに影響を及
ぼさないことが解明された．この結果，PGE、，　PGI2，
OKY－046は，直接的な細胞障害作用を有さないこ
とが示唆された．
　In　vivoの実験では，PGE、投与群は転移抑制効果
を認めず，逆に10μg投与群，20μg投与群は，con－
trol群と比し有意に転移促進作用を認めた（図3）．
これはPGE、のマウス個体に対する免疫反応が作
用したものと推定された．PGI、20μg投与群，　OKY
－046投与群は，転移抑制効果を認め，特にOKY－
046投与群では有意に量依存性により転移が抑制さ
れたことが明らかになった（図4，5）．PGI2とOKY
－046の転移抑制の差は，血小板凝集抑制作用の差を
反映していると推定された．PGI220μg投与群と
OKY－04610　mg投与群を病理組織学的に検討する
と，癌腫自体には変性はなく，伽伽。においてPGI2
とOKY－046は直接的な細胞障害作用を有さない
ことが示唆された．以上よりPGI2とOKY－046は，
血小板凝集を抑制することにより，癌細胞に直接作
（8）
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用せず転移着床を抑制することが確認された．
　癌患者の治療として術前・術後に放射線照射が治
療の一環として，しばしば併用される．田中ら7）は，
ヌードマウスに3GY全身照射を行い，5日目にヒ
ト膵癌細胞を静注したところ，16週目に非照射群と
比べ有意に肺転移結節数が増加したと報告し，その
原因として，血管内皮細胞障害による腫瘍塞栓・血
栓の増加，またNK活性の低下，好中球の減少など
による定着細胞に対する生体防御機構の低下などで
あるとしている．Koikeら18）も同様の報告してい
る．石垣4）は腫瘍血栓形成の形式として，1）流血中
で，腫瘍細胞と血小板が腫瘍血栓をつくり，末梢血
管床に塞栓する．2）何等かの理由で損傷を受けた欠
陥壁に血小板が結合し，その血小板を介して腫瘍細
胞が着床する．着床した腫瘍細胞の周囲に，2次的に
血小板やフィブリンが血栓を形成する．3）腫瘍細胞
が，まず血管内皮細胞や損傷を受けた血管壁に結合
し，その周囲に血小板血栓，フェプリン網が形成さ
れる，という3機序あるとし，血小板凝集抑制剤に
より3機序とも抑制されると報告している．
　本研究は，実験的に3GY全身放射線照射を行い，
OKY－046による肝転移予防効果を検討した．3GY
全身照射後，1日目，4日目，7日目の肝臓を病理組
織学的に検討すると，経時的変化は顕著ではないが，
4日目の血管内皮細胞の変性を認めたため，癌細胞
注入を放射線照射後4日目とした．
　3GY照射群は，非照射群と比べ有為に転移の促
進が認められた．3GY照射＋OKY－04610　mg併
用群では非照射群と同程度まで転移が抑制された
（図6）．
　以上より，全身放射線照射の易肝転移性は，免疫
能の低下だけではなく肝臓血管内皮細胞の変性によ
り，血小板を中心とした凝固系に異常をきたし，腫
瘍塞栓の増加つまり癌細胞着床の増加がひとつの要
因であることが推測された．
VI．結 語
　マウス可移植性大腸癌であるColon　26細胞を用
いて，実験的肝転移モデルを作製し，血小板凝集抑
制剤の転移着床予防および放射線照射の影響を検討
した．
　1．Colon　26細胞は，マウス血小板と凝集能を有
し，最大凝集64％，lag　time　7分であった．
　2．In　vitroにおいて，　PGI1，　PGI2，0KY－046は
（9）
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Colon　26細胞の増殖に影響を及ぼさなかった．
　3．In　vivoにおいて，　PGE、10μg投与群，　PGE　1
20μg投与群は対照群と比し，有意に転移促進に作
用し（p＜0．01），PGI220μg投与群，　OKY－046投
与群は対照群と比し転移抑制に有意に作用した
（p＜0．01）．また病理組織学的に，PGI2とOKY－046
はColon　26細胞への直接的抗腫瘍効果を認めなか
った．このことより，血小板凝集抑制剤の転移着床
効果が推測された．
　4．3GY照射群は非照射群と比べ，転移促進を有
意に認めた（p＜0．01）．
　5．3GY照射一＋OKY併用群は3GY照射群と比
べ，非照射群と同程度まで有意に転移を抑制した
（p＜O．Ol）．このことより，全身放射線照射の易肝転
移性に対し，血小板凝集抑制剤の予防効果が推測さ
れた．
　稿を終わるに臨み，御指導，後校閲を賜りました
恩師木村幸三郎教授に深甚なる感謝の意を表すると
ともに，御協力頂きました外科第三講座教室員各位
に感謝申し上げます．なお，本研究は厚生省がん研
究助成金（計画研究課題番号1－41）を受けている．
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